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Abbreviation Full Name 
7SK snRNP  7SK small nuclear ribonucleoprotein, Hexim1/7SK/ P-TEFb
Act D Actinomycin D 
ATP adenosine 5′-triphosphate 
Cdk9 Cyclin denpendent kinase 9 
CBP CREB-binding protein 
cDNA  complimentary deoxylribonucleic acid 
CIP Calf intestinal alkaline phosphatase 
CTD C-terminal domain 
DMEM Dulbecco′s modified of Eagle′s medium 
DRB 5,6-dichloro-1-b-D-ribofuranosyl-benzimidazole 
DSIF DRB-sensitivity inducing factor 
EMSA Electrophoretic mobility shift assay 
ERα Estrogen receptor alpha 
GTF General transcription factor 
HIV-1 Human immunodeficiency virus type 1 
HMBA Hexamethylene bisacetamide  
LTR Long terminal repeats 
MELC Murine erythroleukemia cell 
MCN Micrococcal nuclease 
NELF Negative elongation factor 
NFAT Nuclear factor of activated T cells 
NTEF Negative transcription elongation factor 
PIC Preinitiation complex 
Pol I RNA polymerase I 















Pol III RNA polymerase III 
PP1 Protein phosphatase 1 
P-TEFb  Positive transcription elongation factor b 
SAM S-adenosyl methionine 
snRNP Small nuclear ribonucleoprotein particle 
TBP TATA box-binding protein 
TMG Trimethylguanosine 
TAPP  Tobacco acid pyrophosphatase 
TEC Transcript elongation complex 
TF II (D, B, E, F, & H) Transcription factor II (D, B, E, F, & H) 






























factor b，P-TEFb）的发现及其功能的研究。P-TEFb是由Cdk9 （Cyclin denpendent 










首先，在质谱分析发现新的蛋白 MePCE 后， 我们进一步的验证了 MePCE 是 
P-TEFb 组成成分之一，并且只存在于无活性的 P-TFEb 中，提示我们 MePCE 和
P-TEFb 的相互作用可能影响 P-TEFb 的活性。因此，我们进一步研究 MePCE 与
P-TEFb 的相互作用， 并发现 MePCE-7SK-LARP7 可以形成的稳定亚复合物，该亚
复合物具有耐盐性和耐压性。同时我们意外的发现， MePCE 与 LARP7 的相互作
用并不依赖于 7SK snRNA，Cdk9 和 CycT1 之间的相互作用也不依赖于 7SK snRNA，
而 MePCE 与 P-TEFb 的相互作用是 7SK snRNA 依赖型的。 
在探索 MePCE 的功能时， 我们发现 MePCE 不仅具有 RNA 甲基化酶的功能，
可以甲基化 7SK snRNA，而且 MePCE 在 7SK snRNP 复合物组装时，具有一定的功
能，MePCE 可以促进 LARP7 和 7SK snRNA 的结合，MePCE 和 LARP7 共同作用来稳
定 7SK snRNA。敲除 MePCE 可以降低 7SK snRNA 的表达， 使得 P-TEFb 的活性增















们的研究还发现，体内和体外 LARP7 都可以抑制 MePCE 的活性，LARP7 可能通过
占据MePCE的酶活性中心而抑制MePCE的活性。7SK的加帽跟其他的RNA polII 转
录的基因一样，是在转录的过程中被加帽的。 
关键词：正性转录延伸因子 b；7SK snRNA；正性转录延伸因子复合物; 
































In eukaryotic cells, the transcription of mRNA from protein-coding genes is 
performed by RNA polymerase II in a cyclic process consisting of several tightly 
connected stages.In the recent years, great advances have been seen in the 
Biochemical analysis of the mechanisms and factors that control the elongation 
process, most of significant advances have come from studies of P-TEFb(positive 
transcription elongation factorsb ). P-TEFb is composed of cyclin-dependent kinase 9 
(Cdk9) and its regulatory partner cyclin T1 (CycT1). The transcriptional activity of 
P-TEFb is dependent on the kinase activity of its Cdk9 subunit, which 
hyperphosphorylates the C-terminal domain (CTD) of the largest subunit of Pol II to 
stimulate the processivity of elongation. As a general transcription elongation factor, 
P-TEFb is not only required for the transcription of mRNA-encoding genes,but also is 
a cellulare co-factor essential for HIV-1 replication. Moreover, The abnormal 
regulation of P-TEFb activity has been demonstrated as a pathogenesis factor of 
cardiac hypertrophy and tumor. 
Several regulatory factors that specifically target the elongation stage have been 
identified recently. Through affinity-purification, we identified MePCE as a 
P-TEFb-associated protein, which is only exist in inactive P-TEFb. 
MePCE stably associates with 7SK and LARP7,which resistant with stress and 
high salt washing. MePCE binds to P-TEFb in a 7SK-dependent manner,however,it 
binds to P-TEFb in a 7SK-dependent manner. Functioning as a methyltransferase, 
MePCE caps 7SK snRNA , Through capping and binding to 7SK snRNA, MePCE 
stabilizes the integrity of 7SK snRNA and 7SK snRNP. 7SK snRNP is capped by the 
LARP7-free MePCE and in probably a co-transcriptional manner prior to its 
sequestration into 7SK snRNP. However, upon the interaction with LARP7 within 
7SK snRNP, MePCE loses its capping activity, probably due to the occlusion of its 















it displays a capping independent function to promote the interaction of LARP7 with 
7SK snRNA, which in turn stabilizes 7SK snRNA and facilitates the assembly of a 
stable MePCE–7SK–LARP7 subcomplex within 7SK snRNP. Our data indicate that 
MePCE and LARP7 act cooperatively to stabilize 7SK snRNA and maintain the 
integrity of 7SK snRNP. 
 
Keywords：P-TEFb；7SK snRNA；7SK snRNP; Methylphosphate capping 
























第 1 章 前言 
1 
第一章 前言 
真核细胞中，RNA pol II 通过一系列精密而复杂的机制来调控 mRNA 和
snRNA 的转录[1-3]。P-TEFb 复合体（正性转录延伸因子 b）的发现使人们认识到，
转录延伸不只是一个机械的添加碱基直至生成全长 mRNA 的不受调控的过程，
越来越多的证据表明，转录延伸期同样受着严格而精密的调控，并与 RNA 的加







的了解还不完善，。本文主要研究 P-TEFb 复合体的新组分-----MePCE 的发现及
其生物学功能，以期揭示 MePCE 在无活性复合体中的作用机制和功能，促进我
们对 P-TEFb 复合体在体内活性调控分子机制的了解，完善 P-TEFb 复合体在细
胞内的平衡学说，深化对 P-TEFb 复合体活化与随之而来全局性基因转录激活之
间关联的认识，从而更加细化、明确 P-TEFb 复合体在心肌肥大、HIV-1 转录活
化以及癌症等恶性疾病病变过程的作用机制。 
1.1 真核基因转录概述   
1.1.1 真核生物 RNA 聚合酶 
真核生物的 RNA 聚合酶与原核生物的 RNA 聚合酶相比，不论是结构还是
功能都有很大的差别。在原核生物中，一种 RNA 聚合酶可以合成不同的 RNA；



















如今，人们关于真核细胞 RNA 聚合酶的了解远远不如对 E.coli RNA 聚合酶的了
解那样清楚。 
真核细胞中有 3 种 RNA 聚合酶：RNA 聚合酶 I、RNA 聚合酶 II 和 RNA 聚
合酶 III。这些名称 早是根据它们从 DEAE-纤维素柱上洗脱的先后顺序命名的，
后来发现不同种属的 3 种 RNA 聚合酶从 DEAE-纤维素柱上洗脱的先后顺序并不
相同，因而改用 3 种不同的 RNA 聚合酶对α-鹅膏蕈碱（α-amanitine）的敏








在于细胞核质内，其功能是合成 mRNA 以及 snRNA；RNA 聚合酶 III 对α-鹅膏蕈





以及参与运送蛋白质到内质网的信号识别颗粒的 7S RNA. 
1.1.2 真核生物 RNA 聚合酶 II （RNA pol II ）的结构 
RNA pol II 是一个大的多亚基酶（见表 1.1），其重要的特征之一是在 大的
亚 基 Rpb1 的 羧 基 端 （ C 端 ） 有 一 个 七 肽 重 复 序 列
----YSPTSPS(Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser)的 CTD 结构，此结构具有异质性，该
羧基端区域可被参与转录调控过程的有关激酶磷酸化，从而使 RNA Pol II 具有活
性。该七肽重复序列在进化上高度的保守，不同种属之间该多肽重复序列的拷贝
数不同，在啤酒酵母、线虫、果蝇和哺乳动物中，RNA pol II CTD 的七肽序列分
别重复 26 次、32 次、42 次、和 52 次。此外，CTD 的存在对细胞的存活必不可
少，酵母细胞至少需要 10 个拷贝的 CTD 才能存活，人类细胞存活至少需 28 个
拷贝，而仅有 39 个拷贝的老鼠，其生长会退化或新生期死亡率增加[17]。由此可
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